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RESUMEN 
 
El síndrome de cáncer de mama y ovario hereditario (HBOC) es una patología causada 
principalmente por mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2. La región 3'UTR de los 
genes permite la unión de la mayoría de los microARNs involucrados en la regulación 
genética fina. El objetivo de esta tesis doctoral fue identificar variantes alélicas en los 
sitios de unión de miARN en las regiones 3'UTR en los genes BRCA1 y BRCA2 en 
pacientes diagnosticados con HBOC. La estrategia experimental consistió en colectar 
muestras de sangre de 50 pacientes con HBOC y de 50 controles de una población del 
Noreste de México y obtener el ADN genómico. Las regiones 3'UTR de BRCA1 y BRCA2 
se amplificaron por PCR punto final y se secuenciaron para identificar variantes genéticas 
utilizando herramientas de bioinformática. Los resultados mostraron nueve polimorfismos 
(SNPs): cuatro en BRCA1 (rs3092995 (C/G), rs8176318 (C/T), rs111791349 (G/A) y 
rs12516 (C/T)) y cinco en BRCA2 (rs15869 (A/C), rs7334543 (A/G), rs1157836 (A/G) y 
rs75353978 (TT/del TT). También se identificó una nueva variante en la posición c.* 457 
(A / C) en 3'UTR de BRCA2. Las variantes rs111791349-A, rs15869-C y c.*457-C 
aumentaron el riesgo de HBOC en la población de estudio: (odds ratio (OR) rango 3.7-
15.4; p <0.05). Las variantes genéticas en el 3'UTR de BRCA1 y BRCA2 aumentaron el 
riesgo de HBOC entre 3.7-15.4 veces en la población con esta condición. La 
presencia/ausencia de estos SNPs puede influir en la pérdida / creación de sitios de unión 
de miARN, como hsa-miR-1248 en BRCA1 3'UTR o el sitio de unión de la familia hsa-
miR-548 en BRCA2. Estos resultados agregan nuevas pruebas de participación de miARN 
en la patogénesis de HBOC. En conclusión la presencia los SNPs rs8176318 (G/T), 
rs15869 (A/C) y la variante c.*457 (A/C) fueron significativas y están relacionadas a un 
aumento en el riesgo en el grupo de HBOC. La nueva variante descrita en la región 3’UTR 
de BRCA2, tanto en pacientes HBOC como en los controles, ubicada en sitio c.*457 
posiblemente sea específica para población de la región del Noreste de México. 
Finalmente, el análisis in silico se postula la pérdida/creación de sitios de unión de 
miARN, como hsa-miR-1248 en BRCA1 3'UTR o el sitio de unión de la familia hsa-miR-
548 en BRCA2 que sugiere la participación de miARNs en la patogénesis del HBOC. 
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ABSTRACT 
 
Hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome are mainly caused by mutations 
in the BRCA1 and BRCA2 genes. The 3’UTR region allows the binding of microRNAs, 
which are involved in genetic tune regulation. We aimed to identify allelic variants on 
3’UTR miRNA-binding sites in the BRCA1 and BRCA2 genes in HBOC patients. Blood 
samples were obtained from 50 patients with HBOC and from 50 controls. The 3’UTR 
regions of BRCA1 and BRCA2 were amplified by PCR and sequenced to identify genetic 
variants using bioinformatics tools. We detected nine polymorphisms in 3’UTR, namely: 
four in BRCA1 (rs3092995 (C/G), rs8176318 (C/T), rs111791349 (G/A), and rs12516 
(C/T)) and five in BRCA2 (rs15869 (A/C), rs7334543 (A/G), rs1157836 (A/G), and 
rs75353978 (TT/del TT)). A new variant in position c.*457 (A/C) on 3’UTR of BRCA2 
was also identified. The following three variants increased the risk of HBOC in the study 
population: rs111791349-A, rs15869-C, and c.*457-C (odds ratio (OR) range 3.7–15.4; p 
< 0.05). Genetic variants into the 3’UTR of BRCA1 and BRCA2 increased the risk of 
HBOC between 3.7–15.4 times in the study population. The presence/absence of these 
polymorphisms may influence the loss/creation of miRNA binding sites, such as hsa-miR-
1248 in BRCA1 3′UTR or the hsa-miR-548 family binding site in BRCA2. Our results add 
new evidence of miRNA participation in the pathogenesis of HBOC. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Los cánceres de mama y de ovario son las neoplasias más comunes entre las mujeres, y 
representan el 16% de todos los cánceres en las mujeres a nivel mundial; se estima un total 
de 1.38 millones de casos nuevos por año en todo el mundo (Oleg, 2019). Los síndromes 
de cáncer hereditario son trastornos caracterizados por un aumento superior al promedio 
en el riesgo de desarrollo de tejido específico de cáncer (Lynch et al., 2008). Las 
neoplasias de naturaleza hereditaria se desarrollan debido a mutaciones de la línea 
germinal en genes específicos. Entre estos tipos de cáncer se encuentran el síndrome de 
Li-Fraumeni, el cáncer gástrico hereditario, von Hippel-Lindau y los síndromes 
hereditarios de cáncer de mama y de ovario (HBOC) (Lynch et al., 2008; Dying et al., 
2012; Pruthi et al., 2010). El síndrome HBOC es una enfermedad autosómica dominante 
de penetrancia incompleta, con la aparición de neoplasias en el seno y el ovario antes de 
los 40 años y es una forma agresiva de cáncer. Las mutaciones de la línea germinal en los 
genes BRCA1 y BRCA2 son las principales responsables del HBOC (Pruthi et al., 2010; 
Ramus et al., 2011). 
 
BRCA1 y BRCA2 son genes supresores de tumores y están involucrados en los 
mecanismos de reparación de errores de ADN de doble cadena. Además de los genes 
RAD51 y p53, están involucrado en la estabilidad y seguridad del genoma en los puntos 
de control del ciclo celular; aquellas células que no son capaces de repararse envían 
señales de muerte celular regulada, como apoptosis y arresto celular. Sin embargo, los 
errores en las funciones de las proteínas codificadas por BRCA1/2 provocan proliferación 
celular (Ramus et al., 2011). Hay eventos reguladores que reducen la función de BRCA1 
y BRCA2, como la hipermetilación del promotor y la regulación postraduccional por 
microARN (miARN) (Moskwa et al., 2011; Yang et al, 2002). Los microARN (miARN) 
son moléculas de ARN no codificantes endógenas de 17 a 24 nt, capaces de ajustar la 
transcripción de aproximadamente el 50% de los genes de los organismos genómicos. Son 
un tipo de ARN interferente (RNAi) y su objetivo de acción está en las regiones 3'UTR 
de los genes (~90%), pero se ha encontrado que pueden regular secuencias ubicadas en 
5'UTR y en regiones de marco de lectura abierto (ORF) (Sun 2013). Las secuencias de 
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miARN, así como sus genes blanco, están altamente conservadas en especies, 
principalmente de 7 a 8 nt en el sentido de 5’, llamada “región semilla”. Los miARN 
pueden degradar completamente el ARNm (complementación perfecta en el sitio de 
unión) o reprimir la traducción (complementación parcial). Debido al alto grado de 
conservación de las regiones de semillas y los sitios blancos, se ha observado que las 
mutaciones o los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) en los sitios de unión de 
miARN son mecanismos de selección natural de organismos (Chen, 2006). Este 
mecanismo se puede observar cuando los SNP en las regiones 3'UTR de varios genes 
están involucrados en el desarrollo de enfermedades degenerativas, como el síndrome de 
Tourette, diabetes, cáncer en humanos y distrofias musculares en diferentes vertebrados 
(Clop et al., 2006; Ha, 2011). 
 
La región noreste de México es un área particular donde la población tiene una alta tasa 
de mestizaje, debido al alto flujo migratorio entre los ancestros mestizos (características 
del centro y sur de México) y una alta mezcla genética entre las poblaciones americanas 
y europeas (principalmente española, judía Askenazi, franceses y alemanes) (Calderón-
Garcidueñas et al., 2005). Los SNP se han identificado en regiones de genes 3'UTR 
BRCA1 y BRCA2 en poblaciones específicas. Estas variantes alélicas están asociadas con 
un mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama u ovario, principalmente en aquellas 
relacionadas con HBOC (Ertuck et al., 2006; Lheureux et al., 2011; Pelletier et al., 2011). 
Además, los SNP representan una forma de trans-regulación de miARNs que alteran la 
afinidad de mRNA debido a la creación o eliminación de sitios de unión, lo que podría 
resultar en mutaciones altamente heredables que producen los fenotipos asociados con el 
desarrollo de HBOC.  
 
En esta tesis doctoral se realizó un estudio exploratorio en una población mexicana de la 
región Noreste de México para evaluar las variaciones alélicas en las regiones 3'UTR de 
los genes BRCA1 y BRCA2, y para determinar si su presencia permite la aparición y/o 
eliminación de sitios de unión de miARN, y si las mutaciones están asociadas con el 
síndrome de HBOC.  
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2. ANTECEDENTES 
 
2.1 Síndromes de cáncer hereditario 
El Instituto Nacional de Cáncer (NIH, del inglés National Intituto of Cancer) define al 
síndrome de cáncer hereditario a aquellos trastornos hereditarios con un riesgo más 
elevado de la media de la población de desarrollar ciertos tipos de cáncer. Los síndromes 
son causados por mutaciones en ciertos genes que se trasmiten consanguíneamente. El 
síndrome de cáncer hereditario presenta ciertas características observadas en las familias, 
como tener varios miembros cercanos de la familia (por ejemplo, una madre, una hija y 
una hermana) con el mismo tipo de cáncer, inicio temprano de neoplasias, o la presencia 
de dos o más tipos de cáncer en la misma persona. Algunos ejemplos de síndrome de 
cáncer hereditario son los síndromes de cáncer hereditario de mama y ovario, el síndrome 
de Li-Fraumeni, el síndrome de Cowden y el síndrome de Lynch. También se llama 
síndrome de cáncer heredado (NIH, 2015). 
 
Los síndromes de cáncer hereditario tienen su origen en mutaciones genéticas aleatorias 
en el que una mutación de una línea germinal ya sea en el espermatozoide o en el óvulo, 
se introduzca en la composición genética de un individuo concebido de esa célula. Es más 
probable la mutación durante la espermatogénesis que en la ovogénesis, debido a la alta 
tasa de división celular que ocurre en el testículo (T. S. Frank 2001). 
 
La mayoría de los genes responsables del desarrollo de malignidad se clasifican en 
oncogenes y genes supresores de tumores. cuando una copia mutada del gen genera una 
ventaja de crecimiento sobre otra con un gen normal, éste es considerado oncogén. Por el 
contrario, cuando la mutación genera la pérdida de la función normal de un gen se 
considera gen supresor de tumores. Sin embargo, una mutación en un gen supresor de 
tumores no es completamente perjudicial, ya que hay dos copias de un cromosoma y por 
lo tanto dos copias de gen. Debido a esto, para que se pueda perder la función de un gen 
supresor de tumores ambas copias deben ser inactivadas (Fearon 1997).  
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Aproximadamente el 5-10% de todos los cánceres son hereditarios, lo que significa que 
los cambios (o mutaciones) de determinados genes se transmiten de un pariente 
consanguíneo a otro. Las personas que heredan uno de estos cambios en los genes tendrán 
una mayor probabilidad de sufrir cáncer a lo largo de su vida. En la actualidad, se conocen 
mutaciones de varios genes que aumentan el riesgo de padecer diversos tumores; sin 
embargo, todavía no se han identificado las causas genéticas de todos los tipos de cáncer 
(Shulman 2010). 
 
 
2.2 Síndromes de cáncer de mama y ovario hereditario  
El cáncer de mama (CaMa) y el cáncer de ovario (COv) son los tipos de neoplasia más 
frecuente entre las mujeres y representa el 16% de todos los casos de cáncer en mujeres a 
nivel mundial. Se estima un total de 1.38 millones de casos nuevos por año en el mundo 
(Bustreo and Chestnov 2015). En México, el CaMa y COv tienen el segundo y cuarto 
lugar, respectivamente, de prevalencia y el primero en mujeres de entre 30 y 59 años de 
edad. La principal morbilidad hospitalaria en nuestro por país por neoplasias en mujeres 
se debieron al CaMa (29.6%), neoplasias en cérvix y útero (16.7%) y de órganos 
digestivos (14.3%). Asimismo, los CaMa y COv son las principales causas de muerte por 
tumores (INEGI, 2019).  
 
Se ha inferido que existe una susceptibilidad genética para el desarrollo de CaMa y COv, 
representada por una mayor incidencia de estos tumores en mujeres con antecedentes 
familiares y la observación de familias en las que múltiples miembros son afectados por 
alguno de estos tumores, conjuntándose éstas y otras características en un trastorno 
denominado como síndrome de cáncer de mama y ovario hereditario (HBOC, del inglés 
Hereditary Breast and Ovarian Cancer) (Lynch et al. 2008). 
 
El síndrome de HBOC se caracteriza por la aparición de neoplasias en personas menores 
de 40 años, cáncer diagnosticado de manera bilateral en las familias, carcinoma medular 
de mama, detección de varios miembros de una misma familia afectados y/o CaMa en un 
familiar varón como se muestra la Figura 1 (Shulman, 2010; Vaca-Paniagua et  al., 2012). 
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Estos pacientes presentan un incremento en el riego del desarrollo de cáncer en seno, 
ovario, páncreas y de próstata en el caso de varones (Gronwald et al. 2008; Pruthi, Gostout, 
and Lindor 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En este pedigrí se rastrea el HBOC a lo largo de cinco 
generaciones. La mujer (IV-1) tuvo CaMa a los 38 años y su madre (III-1) tuvo CaMa a los 30 años y su 
abuela (II-1) desarrolló COv a los 58 años. Por tanto, vemos cuatro generaciones afectadas por CaMa o 
COv. El individuo hombre (II-4) muere a los 70 años sin cáncer, tuvo una hija (III-6) con CaMa y dos nietas, 
una con COv (IV-8) y la otra con CaMa (IV-9). El hombre (IV-11) desarrolló CaMa a los 42 años. Lo que 
infiere que su padre (III-10) y su abuela (II-6) fueron portadores del gen mutado. 
 
Estudios de familias y afectados han identificado mutaciones diferentes de los genes 
BRCA1 y BRCA2 principalmente en la línea germinal. Estos genes aportan una 
predisposición genética para CaMa y COv, como lo es el HBOC (Gronwald et al. 2008). 
El grupo de mutaciones relacionadas al HBOC puede transmitirse a la siguiente 
generación a través de un patrón autosómico dominante de penetrancia incompleta, 
provenientes de la madre o lado paterno, con lo que cada descendiente de un portador de 
variantes de BRCA tiene un 50% de transmitir la mutación a su descendencia (Jatoi and 
Anderson 2008).  
 
La prevalencia de cáncer de mama en mujeres con mutaciones en los genes BRCA1 y 
BRCA2 no se ha establecido con certeza y varía entre poblaciones y genealogías 
Figura 1 Pedigrí de una familia con HBOC.  
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(Petrucelli, Daly, and Pal 1993). Sin embargo, en estudios de familias de alto riesgo han 
revelado que las mujeres que albergan una mutación en el gen tienen dos posibilidades, el 
riesgo de por vida en 87% de desarrollar o el de 20 – 44% para COv. Los sobrevivientes 
de cáncer de mama con mutaciones heredadas, ya sea en BRCA1 o BRCA2 corren un 
riesgo significativamente mayor de desarrollar un segundo CaMa, COv y otros tipos de 
cáncer. Como se ha mencionado, los hombres que llevan una mutación BRCA1 o BRCA2 
tienen un mayor riesgo de desarrollar neoplasias en mama, próstata, y páncreas (Pruthi, 
Gostout, and Lindor 2010; Quiyono et al. 2012) 
  
La OMS afirma que la detección temprana es una estrategia fundamental para el 
diagnóstico, tratamiento y control oportuno de cáncer en la población (Bustreo and 
Chestnov 2015). El manejo que debe realizarse para un paciente y su diagnóstico 
confiable, abarcan parámetros como la detección de mutaciones con alto riesgo al 
desarrollo de CaMa/COv tanto en él como en su familia, ya sea completa o al menos el 
50% de las mujeres que la conforman, con la finalidad brindar un sistema de diagnóstico 
y tratamiento que no pueda reduzca a los parámetros de manejo y vigilancia actualmente 
realizados como se muestra en la Tabla 1 (McLaughlin et al. 2007; Bash 2009). 
  
Tabla 1. Manejo clínico de pacientes con mutaciones en los genes BRCA 
INTERVENCIÓN ÓRGANO RECOMENDACIÓN 
Incremento en la 
vigilancia 
Mama 
Autoexamen mensual de mama desee los 18 años 
Examen clínico de mama anual o semianual. comienzan a los 25 años. 
La mamografía anual y la resonancia magnética a partir de los 25 años. 
Ovario 
Ecografía transvaginal anual o semianual y pruebas de CA-125 para detectar el COv que 
comienza a los 25 años. 
Quimioprevención 
Mama 
Los fármacos como el tamoxifeno reducen significativamente el riesgo de CaMa tanto 
en portadores de la mutación afectados y no afectados. 
Ovario 
Los anticonceptivos orales se asocian con una reducción de hasta un 60% el riesgo de 
COv. 
Cirugía profiláctica 
Mama La mastectomía preventiva se asocia con una reducción del >90% de riesgo de CaMa. 
Ovario 
La eliminación preventiva de los ovarios y las trompas proporciona aproximadamente 
una reducción del riesgo del 96% para el COv y de hasta un 68% de reducción en el 
riesgo de CaMa (si se realiza en mujeres premenopáusicas). 
 
El diagnóstico molecular de las mutaciones en los genes BRCA se realiza principalmente 
cuando existe un alto grado de sospecha clínica, basada principalmente en la historia 
familiar de cáncer en primero y segundo grado de parentesco (Ding et al. 2012; Rakha, 
Reis-Filho, and Ellis 2008). Los portadores de mutaciones en el gen BRCA1 son más 
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propensos a desarrollar cáncer de mama de fenotipo triple negativo, cuyos tumores no 
expresan receptores de estrógenos (ER), receptor de progesterona (PR), o factor de 
crecimiento epidérmico humano receptor 2 (HER2). El fenotipo triple negativo está 
asociado con una edad de inicio más temprana, un grado nuclear más elevado, grado de 
diferenciación histológico más pobre, desarrollo temprano de metástasis y una 
disminución en la supervivencia (Dent et al. 2007; Atchley et al. 2008). 
 
Usualmente las células de seno la glándula mamaria y/u ovario, que tienen mutaciones en 
los genes BRCA, tienen procesos anormales de reparación del DNA, y de la proliferación 
y diferenciación celular. Este comportamiento es exacerbado por estimulación endógena 
y exógena por parte de estrógenos, en diferentes etapas del desarrollo humano, como la 
pubertad, el embarazo y por tratamientos hormonales (Antoniou et al. 2003; Andrieu et 
al. 2006). Si bien, muchos otros factores están asociados a desarrollo de ambos tipos de 
malignidad, los portadores de las mutaciones en genes mencionados presentan un riesgo 
más elevado a la media establecido (McLaughlin et al., 2007). 
 
 
2.3 Función y mecanismos de los genes BRCA1 y BRCA2  
Como se ha mencionado anteriormente, se han identificado dos genes principales que 
confieren susceptibilidad del desarrollo de HBOC, estos son los genes BRCA1 y BRCA2, 
los cuales se encuentran en los cromosomas 17 y 13, respectivamente (Figura 2). 
 
El locus del gen BRCA1 se encuentra en la región 17q12.21 del genoma y tiene una 
longitud aproximada de 100 kb del ADN genómico; se constituye por 24 exones, de los 
cuales 22 son traducidos. La transcripción de BRCA1 genera un producto de ARNm 
primario de 7.8 kb, de los que se traducen 5,592 nt para generar una proteína de 1863 
aminoácidos (Miki et al. 1994). El gen BRCA2, que se encuentra en el cromosoma 13 
(13q12.3); lo componen aproximadamente 70 kb de ADN genómico, contiene 27 exones, 
de los que se transcriben 26. Genera un ARNm de 14.5 kb de longitud y éste es traducido 
a una proteína de 3418 aminoácidos (Tavtigian et al. 1996). 
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Figura 2. Localización de los genes BRCA1 y BRCA2 en el genoma humano. En el diagrama se indican 
los locus para BRCA1 y BRCA2 en flechas rosas y amarillas, respectivamente. Aunque ambos genes se 
encuentran localizados en diferentes cromosomas y locus y puedan tener diferentes alelos, las mutaciones 
en ambos genes produce el mismo fenotipo de propensión al desarrollo de cáncer. 
 
BRCA1 y BRCA2 fueron aislados y secuenciados en 1994 y 1995, respectivamente. El 
conocimiento de la función molecular de ambos genes implícita en el desarrollo de CaMa 
y COv, tanto esporádico como hereditario, permitió el desarrollo de técnicas diagnósticas 
y pronósticas para estas patologías. Inicialmente, el gen BRCA1 se relacionó en un análisis 
en familias con casos de CaMa detectado a edades tempranas. Sin embargo, hasta 
identificación de las mutaciones truncadas en el ORF de este gen se confirmó esta 
asociación. No obstante, las mutaciones en BRCA1 no explicaban los casos en familias 
con CaMa en varios varones. En 1995 se relacionó el gen BRCA2 a este evento y además 
de encontrar una asociación con el desarrollo de cáncer de próstata, ovario y otros órganos.  
 
Ambos genes se expresan normalmente en las células de CaMa y otros tejidos, donde 
ayudan en la reparación de DNA dañado o inducir la destrucción las células si el ADN no 
puede ser reparado. También se ha sugerido que las proteínas de ambos genes regulan la 
actividad de otros genes y juegan un papel crítico en el desarrollo embrionario. BRCA1 y 
BRCA2 están involucrados en la reparación del daño cromosómico con un papel 
importante en la reparación libre de errores en rompimientos de ADN de doble cadena 
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(ADNss). Debido a estas funciones, estos genes se clasifican como genes supresores de 
tumores, específicamente genes de vigilancia o caretaker, es decir, que codifican 
productos que estabilizan el genoma. (Friedenson 2007). Esto lo logran mediante la 
prevención de la acumulación de mutaciones propias del proceso de replicación del ADN 
en el ciclo celular. Las mutaciones en los genes caretaker provocan inestabilidad 
genómica, generando células tumorales (S. A. Frank 2003).  
 
2.3.1 Funciones del gen BRCA1 y su proteína 
El gen BRCA1, en colaboración con otros genes supresores de tumores, perciben daños en 
el ADN que transforman en señales para formar un complejo de proteínas de múltiples 
subunidades, conocido como el complejo de vigilancia genoma asociado a BRCA1 
(BASC, por sus siglas en inglés) (Wang et al. 2000). La proteína BRCA1 se asocia con la 
RNA polimerasa II, través del dominio C-terminal, además interacciona con los complejos 
de histona desacetilasa. Por lo que esta proteína está involucrada en procesos 
transcripcionales, de la reparación de rompimiento de ADNss, ubiquitinación, entre otras 
funciones nucleares (Starita and Parvin 2003).  
 
La proteína BRCA1 se une directamente al ADN y tiene una mayor afinidad por las 
estructuras de ramificadas. Esta capacidad permite inhibir la actividad de nucleasa del 
complejo MRN, así como de MRE no acomplejada. Esto explica el rol de BRCA1 de 
promover una baja fidelidad de reparación del ADN en los extremos no homólogos 
(NHEJ, por sus siglas en inglés) (Paull et al. 2001; Durant and Nickoloff 2005). Se ha 
visto que BRCA1 co-localiza con la proteína γ-H2AX (histona H2AX fosforilada en la 
serina-139) en los focos de reparación de ADNss, lo que puede indicar que existe una 
función de reclutamiento de factores de reparación.  
 
BRCA1 participa en diversos procesos de reparación del ADN, tales como reparación de 
ADNss por recombinación homóloga, en la que la reparación utiliza un molde de la 
secuencia homóloga intacta idéntica que se encuentra en la cromátide hermana, ya sea 
desde un cromosoma homólogo o en el mismo cromosoma, dependiendo del ciclo celular. 
Varias proteínas, incluyendo BRCA1, reparan el complejo de ADN-histonas formado en 
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el núcleo para su reparación. Esta proteína, junto con BRCA2 y RAD51 mantienen la 
estabilidad genómica en eventos de rompimientos de ADNss causado por radiación 
natural, el intercambio de material genético exógeno. También interviene en reparaciones 
de mal apareamiento o mismatch del ADN, al trabajar en conjunto con la proteína MSH2 
 
2.3.2 Funciones del gen BRCA2 y su proteína 
A pesar de que BRCA1 y BRCA2 se encuentran en distintos locus y cromosomas, tienen 
funciones interrelacionadas, ya que también la proteína BRCA2 trabaja junto con RAD51 
en la reparación de ADNss. Para que RAD51 pueda ser reclutada en el rompimiento de 
ADNss, debe de formarse un complejo formado por BRCA1-PALB2-BRCA2 (Xia et al. 
2006). Como se ha mencionado, los rompimientos ocurren por la exposición natural a 
radiaciones y en el intercambio de material genético en células germinales durante la 
meiosis. 
 
La proteína BRCA2 contiene 39 aminoácidos repetidos que son críticos en la unión a 
RAD51 y a la resistencia a tratamientos de metilmetanosulfonato. Entre los dominios de 
mayor importancia, el dominio Tower puede adoptar una estructura secundaria, formada 
por un par de α-hélices antiparalelas (base) que soporta tres hélices en el extremo (3HB) 
en el extremo. 3HB un motivo de hélice-motivo-hélice similar a los dominios de 
recombinasas a unión al ADN de bacterias y a los factores de transcripción de 
homodominios en eucariotas. El dominio Tower se involucra en la función supresora de 
tumores y en la unión de BRCA2 al ADN (Yang et al. 2002).  
 
2.3.3 BRCA1 y BRCA2 y su relación con los cánceres de mama y ovario 
La pérdida de la función de los genes supresores de tumores, como los tratados en este 
trabajo, puede inducir la generación de neoplasias. No obstante, para que esto ocurra los 
dos alelos deben estar alterados para la pérdida total de la función protectora. Las 
mutaciones pueden generarse en el transcurso de la vida del individuo y/o de manera 
heredada. Las mutaciones heredadas o germinales se encuentran en los óvulos o 
espermatozoides, por lo que los individuos son portadores de la o las mutaciones en la 
totalidad de las células (incluidas las somáticas) (Díez Gilbert 2006). 
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BRCA1 se expresa en menor cantidad en COv del subtipo esporádico epitelial, que es el 
más frecuente, específicamente en la subcategoría de COv seroso, causando deficiencias 
en la reparación homóloga. Éstas desencadenan una cascada de señalización molecular 
que forman COv seroso de alto grado (Bowtell 2010). Particularmente para BRCA1, se ha 
observado una baja o nula expresión de este gen en la mayoría de los casos de CaMa ductal 
de alto grado. Esto se debe a la acumulación de mutaciones de la línea germinal y/o la 
baja expresión génica, reflejándose en la inducción de neoplasias; la reducción de la 
expresión de BRCA1 se observa tanto en CaMa esporádico como hereditario. Debido a 
que las células afectadas carecen de la proteína BRCA1, los daños genómicos se reparan 
por otras vías menos eficientes, generando mutaciones y reordenamientos cromosómicos 
brutos que pueden conducir a la progresión a CaMa (Wilson et al. 1999; Jacinto and 
Esteller 2007).  
 
Por el contrario, la mayoría de las variaciones encontradas en BRCA2 ha sido asociadas a 
HBOC, así como en otras enfermedades como la anemia de Falconi (Reuter et al. 2003). 
Aunque las mutaciones en BRCA1 y BRCA2 están asociados al riesgo de desarrollo de 
CaMa (incluidos varones), los cambios en este último gen incrementan el riesgo de 
cánceres en ovario, trompa de Falopio, páncreas, próstata y melanoma maligno (Levin, 
Lech, and Friedenson 2012). 
 
Frecuentemente los carcinomas mamarios asociados a mutaciones en BRCA1 presentan 
fenotipo basal (triple negativo para receptores hormonales y HER2) y expresan 
citoqueratinas basales 5/6 y factor de crecimiento epidérmico. Estos tumores representan 
un reto desde el punto de vista terapéutico, ya que no pueden ser manejados con 
tratamientos hormonales, ni anticuerpos anti-HER2, por lo que la única opción es la 
quimioterapia.  
 
Se ha observado un efecto terapéutico con el uso de inhibidores PARP como terapia 
molecular dirigida contra clonar tumorales portadora de mutaciones en BRCA1/2, debido 
a que la polimerasa poli-ADP-ribosa (PARP) interactúa en el reclutamiento de las 
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proteínas BRCA1/2 en el proceso de la reparación del ADN en clonas tumorales 
portadoras de mutaciones en estudios clínicos fase 1. 
 
 
2.4 MicroARNs reguladores de la expresión de BRCA1 y BRCA2 en cáncer 
Una de las principales causas de la reducción en la expresión de BRCA1 y BRCA2 son los 
eventos epigenéticos, entre los que se encuentran la hipermetilación de los promotores y 
la acción de microRNAs (miARNs), estos últimos, de relevancia en nuestra investigación. 
Se ha visto que la sobreexpresión determinados miARNs específicos para CaMa y para 
COv reprimen la expresión de estos genes, y que esto se encuentra vinculado a un fenotipo 
o subtipo específico de neoplasia. Para CaMa se ha visto que ha-miR-182 se expresa hasta 
100 veces más que en tejido normal, mientras que ha-miR-146b-5p se presenta 
principalmente en fenotipos triple negativo, siendo este último miARN un regulador tanto 
de BRCA1 como de BRCA2; en el caso del COv, el otro lado ha-miR-182 y ha-miR-9 se 
encuentran asociados a estadios tardíos (IIIC y IV) y fenotipos de cáncer seroso. Por otro 
lado miR-146a ha demostrado tener un papel regulador tanto para ambos genes como 
ambos tipos de cáncer. (Moskwa et al. 2011; Garcia et al. 2011; Sun et al. 2013). 
 
 
2.5 Pruebas moleculares basadas en mutaciones de BRCA1/2 
Para los síndromes de cáncer hereditario se estima que entre el 5 al 10% de los casos de 
neoplasias tienen un origen de predisposición hereditaria, así como un 15-20 % con 
agregación familiar, donde varios miembros de la familia desarrollan cánceres sin un 
patrón claro de herencia mendeliana (Valdespino-Gómez y Valdespino-Castillo, 2016). 
El principal desafío para estos síndromes, como el HBOC, es la aplicación de los avances 
de la genómica del cáncer con un beneficio clínico. 
 
Para pacientes con el síndrome de HBOC, el estudio molecular de las mutaciones de 
BRCA1/2 es actualmente el único recomendado en la aplicación clínica, ya que estos genes 
también aumentan el riesgo de desarrollar cáncer de páncreas y próstata. Las familias con 
alto riesgo de cáncer de mama y ovario hereditario requieren consulta oncogenética 
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molecular, análisis de los genes BRCA1 y BRCA2, medidas de seguimiento clínico 
personalizado y de ser positiva la mutación de los genes, un estudio integral de los 
familiares susceptibles con riesgo elevado para desarrollar HBOC (Valdespino-Gómez y 
Valdespino-Castillo, 2016; Vidal-Millán, 2008).  
 
El equipo del Dr. Weitzel desarrolló en 2014 un panel de 114 mutaciones recurrentes con 
validación por secuenciación amplificación de sonda dependiente de ligadura múltiple 
(MLPA) específico para poblaciones hispanas, denominado HISPANEL. Este panel que 
incluye inserciones/deleciones y mutaciones puntuales recurrentes en estas poblaciones 
para utilizarse en la plataforma MassArray de Sequenom®. La información preliminar 
indica una sensibilidad del panel cercano al 80%, comparado con la secuenciación 
completa de los genes BRCA, con una precisión del 100% de las mutaciones (Weitzel et 
al. 2013; Alemar et al. 2016). Esta información sugiere que el uso de este panel logra la 
detección de mutaciones recurrentes de BRCA. Además de HISPANEL, existen opciones 
de secuenciación masiva y paneles que ofrecen diversas compañías para la determinación 
de mutaciones específicas. 
 
2.5.1 Limitaciones en el uso de BRCA1/2 como método de diagnóstico/pronóstico 
molecular 
Uno de los aspectos a tomar en cuenta en los métodos de diagnóstico de HBOC es que la 
prevalencia de mutaciones de los genes BRCA1/2 es moderadamente diferente en diversas 
poblaciones. Por ejemplo, poblaciones de ascendencia judía askenazi es importantemente 
mayor, lo cual se asocia con una mayor incidencia de cáncer de mama. Así como la misma 
presencia de variantes genéticas específicas de poblaciones, razas y naciones (Schubert et 
al., 1997).  
 
Aunado con que las pruebas moleculares, deben buscar mejorar los precios de 
diagnósticos genéticos mediante la evaluación de mutaciones específicas de regiones y las 
más frecuentes, se suma que solo se consideran los SNPs y variantes localizadas en los 
ORFs de los genes, restando interés a zonas de alta conservación por su papel regulador 
como son los UTRs. 
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2.6 MicroARNs: Biogénesis y función biológica 
El área de la regulación génica ha sido una de las áreas de estudio con mayores adelantos 
en el campo de la biomédica; uno de estos avances ha sido el descubrimiento de los 
microARNs (miARNs). Los miARNs son cadenas de ARN de simple cadena de 20-22 nt 
de longitud. La función primaria de estas moléculas es la regulación de los ARN 
mensajeros (ARNm) a través de la hibridación éstos en sus regiones 3’- no traducibles 
(3’UTR: Untranslated region), lo que da como resultado en la represión y/o degradación 
del ARNm blanco (Wightman, Ha, and Ruvkun 1993; Friedman et al. 2009). 
 
La biogénesis de los miARNs está ampliamente descrita en la literatura científica (Zeng 
2006) (Figura 3). En cuanto al mecanismo de funcionamiento, básicamente una cadena de 
miARN se acopla a una proteína llamada Argonauta 2 (Ago2) y juntas forman el complejo 
de inducción de silenciamiento del RNA (RISC: RNA-induced silencing complex). El 
complejo RISC es el responsable de la catálisis del ARNm, causando su represión 
traduccional. En el caso de los mamíferos, los miARN reconocen sus sitios de 
complementariedad en las secuencias 3’UTR (Lewis, Burge, and Bartel 2005). Gran parte 
de los ARNm regulados por estas moléculas tienen una función en el ciclo celular, 
diferenciación, entro otros procesos esenciales, que en conjunto equivalen casi una tercera 
parte de los ARNm humanos (He et al. 2005). 
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Los miARNs pueden ser generados por exones codificantes o intrones. Ambas vías producen moléculas de 
~21 nt de longitud. En animales, los miARNs hibridan por complementación imperfeta a los sitios 3’UTR 
de los RNA mensajeros, unión que induce el silenciamiento genético. 
 
En el área de inmunología, los miARNs se han asociado a una amplia gama de procesos 
biológicos, entre ellos están los mecanismos de señalización asociados a la respuesta 
inmune innata y adaptativa, el desarrollo y diferenciación de células inmunes, etc. La 
deficiencia en la síntesis y función de estos reguladores ha relacionado con la alteración 
del sistema inmunológico y entre las consecuencias asociadas se encuentran la pobre 
supresión de malignidades y autoinmunidad (Kusenda et al. 2006). Varias perspectivas 
relacionadas con miARN son intensamente estudiadas, como la organización genómica, 
la biogénesis y los mecanismos dirigidos a moléculas específicas. En este caso, el proceso 
Figura 3. Biogénesis y mecanismos canónicos y no canónicos de generación de miARNs. 
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de reconocimiento de secuencias objetivo es una clave importante para la red de 
regulación que llevan a cabo los miARNs. 
 
2.6.1 Modificaciones cis y trans de los mecanismos de acción de microARNs  
Los cambios en la regulación que afectan la actividad de un miARN pueden ser causados 
por factores cis y trans. Específicamente en los factores trans se encuentran las 
mutaciones en las proteínas relacionadas en la transcripción de los genes de miARN, 
procesamiento, focalización y polimorfismos en los sitios de reconocimiento de miARN 
de los ARNm de una proteína blanco (Sethupathy and Collins 2008).  
 
 
2.7 Mutaciones en sitios de unión a microARNs y su efecto en el desarrollo de 
enfermedades 
Existen muchas mutaciones están vinculados a un mayor riesgo de HBOC en mujeres 
portadoras de un gen BRCA1 y 2 anormal. Existen reportes en los que se han determinado 
SNPs que modifican el riesgo de desarrollo de COv en portadoras de mutaciones en estos 
genes (Pruthi, Gostout, and Lindor 2010; Ding et al. 2012).   
 
Como se ha mencionado, los miARN se unen por complementariedad imperfecta a sus 
objetivos, sin embargo, conservan un perfecto grado de hibridación en los primeros 7-8 nt 
del extremo 5’ del miARN, la cual se le denomina “región semilla” (Lewis, Burge, and 
Bartel 2005). Es esta región en donde la presencia de un SNP puede generar un mecanismo 
aberrante de función de miARN. El número de reportes en donde el hallazgo de SNPs en 
los sitios de unión a estas moléculas se ha incrementado. En su mayoría, concluyen que 
estas mutaciones tienes una repercusión en diversas patologías, como hipertrofia muscular 
en corderos, síndrome de Tourette, susceptibilidad a la infección de VIH-1 (virus de 
inmunodeficiencia humana-1), e incremento de riesgo de desarrollo de cáncer de mama 
en humanos (Clop et al. 2006; Pontillo et al. 2010; Pelletier et al. 2011). 
 
Entre los estudios realizados se encuentra un análisis de cohorte realizado por Smits et al., 
(2011), en el que se observaron SNPs en la región 3’UTR del gen KRAS desregulaba la 
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función del miARN let-7 y este efecto se asociaba en el desarrollo de cáncer colorrectal. 
Además, se sugería el uso de este SNP en el proceso de diagnóstico temprano de esta 
patología. En otro trabajo, se evaluó el control de la sobreexpresión de receptores de 
estrógenos alfa (ER) que es un factor de riesgo para desarrollo de cáncer de mama. Se 
demostró que el SNP rs93410170 en el gen ER, permitía la unión del miR-206, y este a 
su vez repercutía en la disminución de la proteína; no obstante, frecuencia alélica de la 
mutación es menor al 30% de la población lo cual puede ayudar al desarrollo de 
marcadores (Adams et al, 2008).  
 
Aunado a esto, se ha visto que el SNP rs1044129 (A>G) en la región 3’UTR del gen RYR3 
encontrado en población China, afecta la regulación que lleva a cabo miR-367. El gen 
RY3 codifica para proteínas formadores canales de Ca+2 que permiten crecimiento, 
morfología y migración de células cancerosas de mama (Zhang et al., 2011). 
Adicionalmente, en un estudio de casos y controles se ha identificado que los SNPs 
rs799917 en BRCA1 y rs1799782 en XRCC1, modifican la interacción con miR-187 y 
miR138, respectivamente. Los autores mostraron con estas mutaciones, que la población 
tiene un riesgo significativo para el desarrollo de cáncer de mama (Nicoloso et al., 2010). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
Los genes BRCA1 y BRCA2 han sido un pilar en el desarrollo de pruebas moleculares para 
la determinación de polimorfismos y han sido ampliamente usados en la clínica 
oncológica con la finalidad de integrarlo al diagnóstico y pronóstico de un paciente. No 
obstante, el conjunto de diversos SNPs no es sólo característicos de una patología, sino se 
diferencian poblaciones concretas de un área geográfica. 
 
La identificación de mutaciones en cánceres hereditarios es de gran utilidad, ya que los 
familiares de los pacientes podrán beneficiarse de medidas eficaces no solo en la detección 
precoz, sino también en la prevención de los tumores por parte de procolos de consulta 
oncogenética, que es un proceso estructurado de evaluación y comunicación de los 
problemas integrales asociados con la susceptibilidad hereditaria de padecer cáncer. 
 
Visto desde la comprensión de mecanismos moleculares implicados en la propensión, 
control y desarrollo de esta enfermedad se hallan los miARNs, que como se ha visto tienen 
un papel de gran importancia en el control de una amplia red de señalización y control 
celular e inmunológica, y que además elementos cis, como SNPs en los sitios de unión a 
miARN en genes claves, están implicados en el pronóstico de cáncer en los pacientes de 
HBOC. 
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4. HIPÓTESIS 
 
Las variaciones alélicas en las regiones 3’UTR de los genes BRCA1 y BRCA2, permiten 
la aparición y/o eliminación de sitios de unión a miARNs, las cuales se encuentran 
asociadas al desarrollo de síndrome de cáncer de mama y ovario hereditario en pacientes 
en riesgo del noreste de México. 
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5. OBJETIVOS 
 
5.1 Objetivo general 
Identificar mutaciones en las regiones 3’UTR de los genes BRCA1 y BRCA2 y determinar 
modificaciones en el mecanismo biológico de los microARNs en pacientes con síndrome 
de cáncer de mama y ovario hereditario en una población originaria del noreste de México. 
 
5.2 Objetivos específicos 
▪ Identificar las mutaciones en las regiones 3’UTR de los genes BRCA1 y BRCA2 
en las pacientes del noreste de México. 
▪ Predecir los posibles sitios de unión a miARNs en las mutaciones identificadas en 
los genes mencionados, así como los miARN relacionados por medio de análisis 
in silico. 
▪ Asociar e integrar los datos analizados para identificar los sitios de unión a miARN 
relacionados a HBOC, así como el análisis estadístico de asociación 
epidemiológica entre SNPs en los sitios de unión a miARNs con HBOC en 
pacientes del Noreste de México. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
6.1 Lugar y área de estudio 
El presente trabajo fue realizado en la Unidad de Biología del Desarrollo (UBD) del 
Laboratorio de Inmunología y Virología (LIV) de la Facultad de Ciencias Biológicas. El 
análisis de interacción in vitro de miARNs se realizó en colaboración con el Departamento 
de Genética de la Facultad de Medicina, ambas de la Universidad Autónoma de Nuevo 
León mediante secuenciación de 3’UTRs. 
 
 
6.2 Estrategia experimental  
Para la realización de este trabajo, cada uno de los objetivos planteados fue dividido en 
metas o secciones metodológicas para una mejor distribución del trabajo (Figura 4).   
 
 
6.3 Descripción del estudio 
Se realizó un estudio observacional, transversal correlacional. Este protocolo fue sometido 
y aprobado por Comité de Ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma 
de Nuevo León, y se le asignó la clave de proyecto G15-003. La recolección de datos fue 
retrolectiva; los pacientes fueron mediante expediente electrónico, previamente tratados 
el Centro Universitario Contra el Cáncer (CUCC), ubicado en la Facultad de Medicina. 
Se seleccionaron casos con características descritas en criterios de inclusión específicos 
(Tabla 4), así como casos con sospecha de asociación genética familiar.  
 
Posteriormente fueron entrevistados de manera telefónica para confirmación de datos en 
el historial médico. Tras acceder al participar en el estudio, los pacientes fueron 
entrevistados en el CUCC por el Dr. Omar Zayas para la actualización del expediente 
clínico, firma de consentimiento y toma de muestra de sangre periférica. 
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Figura 4. Estrategia experimental. El diagrama de flujo muestra principales metodologías a desarrollar 
para la ejecución de cada objetivo propuesto para el desarrollo de esta tesis.  
 
 
6.3.1 Criterios de selección 
En el grupo de casos (mujeres con datos clínicos de HBOC) los criterios de inclusión para 
este grupo fue el diagnóstico confirmado de cáncer de mama primario, ≤45 años en el 
momento del diagnóstico y antecedentes familiares de cáncer de mama u ovario en (≥3 
familiares).  
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Para el grupo de controles se analizaron muestras provenientes de mujeres clínicamente 
sanas con una estimación de riesgo <1% utilizando la herramienta de cálculo Gail.  Todos 
los pacientes nacidos en la región noreste de México (Coahuila, Nuevo León y 
Tamaulipas), incluyendo su ascendencia en primer grado. Aquellas muestras sanguíneas 
o de ADN insuficientes o de mala calidad o con datos incompletos fueron descartadas. 
 
 
6.4 Extracción de DNA genómico 
Se aisló y purifico el DNA a partir de sangre periférica, utilizando el estuche comercial 
DNA isolation from blood, serum and plasma (Cat. D1244-10, de Qiagen), siguiendo las 
especificaciones del fabricante. La calidad de las muestras fue verificada midiendo la 
relación A230/260 que tuvieran valores entres 1.9 a 2.1, utilizando un Nanodrop (Thermo 
Scientific™). El material genómico fue concentrado a 45 ng/µL, en eluciones de 100 µL 
y almacenado a -20°C hasta su amplificación por PCR. 
 
 
6.5 Secuenciación de 3’UTR de BRCA1 y BRCA2 
Debido a que la mayoría de los paneles de secuenciación de BRCA1 y BRCA2 sólo abarcan 
regiones codificantes, se optó por utilizar la técnica de secuenciación por electroforesis 
capilar, utilizando fragmentos previamente amplificados por PCR. 
 
6.5.1 Obtención de productos amplificados 
Se diseñaron cebadores (primers) específicos para 3’UTR de cada gen de interés, 
utilizando las secuencias proporcionadas por GenBank para BRCA1 (NM_007294.3) y 
BRCA2 (NM_000059.3) (Anexos 1 y 2) y el software PrimerBlast (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)  para obtener un producto amplificado (PA) de 1420 bp 
y 902 bp, para cada gen respectivamente (Tabla 2). 
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Tabla 2. Cebadores específicos para obtención de 3’UTR de BRCA1 y BRCA2 
GEN/OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA DE 5’→3’ TM TAMAÑO 
BRCA1_Fw ACCTGATAXCCCCAGATCCCC 60°C 
1420 bp 
BRCA1_Rv TTTGGAAGTGTTTGCTACCAGG 62°C 
BRCA2_Fw GAACAGGAGAGTTCCCAGGC 62°C 
920 bp 
BRCA2_Rv AATCAGTGCCAATTTGAAAGCA 60°C 
 
Se prepararon reacciones que contenían JumpStart™ Taq ReadyMix (Cat. P2893, Sigma-
Aldrich) al 2x, 1 µL de cada oligonucleótido a 10 µM y 50 ng de DNA templado y se 
completó la reacción con agua libre de nucleasas a un volumen final de 30 µL. El 
programa de PCR consistió en un ciclo de 94°C × 4 min, 35 ciclos de desnaturalización 
94°C × 1 min, alineación 60°C × 30 s y de extensión de 72°C × 1 min; y finalmente un 
ciclo de extensión final de 72°C × 6 min.  
 
Los PA obtenidos se limpiaron utilizando el reactivo USB® ExoSAP-IT® PCR Product 
Cleanup (Cat.78200, Affimetrix). Se tomaron 5 µL de PA y se agregaron 2 µL de 
ExoSAP-IT. La mezcla fue incubada a 37°C × 15 min y posteriormente a 80°C × 15 min 
para inactivar el reactivo.  
 
6.5.2 Marcaje y limpieza de productos amplificados 
Los PA correspondientes a las regiones 3’UTR de BRCA1 y 2 fueron marcadas para 
secuenciación por electroforesis capilar, utilizando la plataforma de Applied Biosystem. 
El estuche comercial BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing (Cat. 4337455, Applied 
Biosystem) fue utilizado para este propósito. Debido a que la resolución del capilar es de 
≈ 500 bp, se optó por realizar la amplificación de fragmentos cortos para una mejor 
precisión en la lectura, se diseñaron primers internos a la secuencia amplificada 
previamente (Tabla 3). 
 
La reacción contenía 1 µL de BigDye, 2 µL de buffer, 1 µL de oligonucleótido (30 ng/µL), 
3.5 µL de PA y se completó con agua miliQ a un volumen final de 10 µL. La mezcla se 
colocó en el termociclador para realizar el marcaje. El programa consistió en un ciclo de 
96°C × 1 min, 25 ciclos de 96°C × 10 s, 50°C × 5 s y 60°C × 4 min.  
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Tabla 3. Cebadores internos para la secuenciación de los 3’UTR de BRCA1/2 
GEN PRIMER SECUENCIA DE 5’→3’ Tm 
BRCA1 
B1_1 ACCTGATAXCCCCAGATCCCC 60°C 
B1_2 ATCCAAGCACTCTCCTTCC 57.3°C 
B1_3 CCTGTGTTCACAAAGGCAGA 62.0°C 
B1_4 TGATCTTGGCTCACTGCAAC 57.3°C 
B1_5 GGCAGGAGAATCACTTCAGC 57.9°C 
B1_6 GCAACAGCTTCCTTCCTGGTGGG 56.1°C 
B1_7 GGAAAATGAAACTAGAAGAGATTT 58.0°C 
B1_8 AGGCTCTGAGAAAGTCGGCT 60.0°C 
BRCA2 
B2_1 GAACAGGAGAGTTCCCAGGC 62.0°C 
B2_2 CCCACCTCAGCTTCTCAAAG 57.3°C 
B2_3 GGTGGCTCATGCCTGTAATC 57.9°C 
B2_4 TTGCTCAAAAGGAAACACCA 56.1°C 
B2_5 CAGTTATTTGATGCAGATTCC 58.0°C 
B2_6 AATCAGTGCCAATTTGAAAGCA 60.0°C 
 
Los productos resultantes fueron purificados o almacenados hasta su limpieza, protegidos 
de la luz y a -20°C. La purificación de los PA marcados se realizó con el kit BigDye X-
Terminator (Cat. 4376486, Applied Biosystem). Al tubo con PA marcado se le agregaron 
28.5 de buffer SAM y 6.5 de BigDye X-Terminator, cuidando en todo momento de 
homogeneizar las perlas de este último. Se incubó la reacción en un agitador a 1800 rpm 
× 1 h en oscuridad y posteriormente, se centrifugó a 1000 g × 2’, previo a colocar la 
muestra en la placa de 96 pozos para la secuenciación. 
 
6.5.3 Parámetros de secuenciación 
Para la secuenciación por electroforesis capilar se utilizó el secuenciador ABI 3130xl 
Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystem), un capilar de 36 cm (Cat. 4333464, 
Applied Biosystem) y el polímero POP-4 polymer para el secuenciador 3130/3130xl (Cat. 
4363750, Applied Biosystem). Cada corrida (4 pozos) utilizó ≈ 40 µL de POP-4, el cual 
debía suministrarse antes de comenzar el procedimiento de secuenciación. Las secuencias 
obtenidas y electroferogramas fueron analizados en el programa GeneStudio™ 
Professional de distribución libre. 
 
6.5.4 Análisis de secuenciación 
Las secuencias obtenidas después de la secuenciación prueba se almacenaron en formato 
FASTA para su posterior análisis. Los resultados de la secuenciación se compararon con 
las secuencias reportadas de los genes BRCA1 y BRCA2. La relación entre las variantes 
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conocidas y el riesgo de HBOC se verificó utilizando los programas bioinformáticos y de 
apoyo en línea Ensemble Genome Browser (ENSEMBL; www.ensembl.org/), la Base de 
datos de Mutaciones Genéticas Humanas (HGMD; www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php), y la 
Sociedad de Variaciones del Genoma Humano (HGVS; www.hgvs.org/dblist/dblist.html). 
La base de datos de polimorfismos (dbSNP) (www.ncbi.nlm.nih/gov/SNP) también fue 
consultada para obtener información sobre variaciones genéticas. 
 
 
6.5 Predicción in silico de sitios de unión a miARNs  
Para el análisis de sitios de unión a miARNs, se utilizaron diversas predictores en línea, 
ya que cada uno tiene diferentes criterios para determinar que un miARN hibrida en un 
sitio específico. Se utilizó el software en línea PITA del Instituto de Ciencia Witzmann 
(http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_prediction.htmL), que es un predictor 
basado en la hibridación en la región semilla de miARN en un 3’UTR y en el programa 
PITA que permite agregar más parámetros de análisis, tales como desapareo individual, 
hibridación Watson-Crick, etc. Se consideró los cambios en unión de miARNs a una 
secuencia de mRNA, cuando el G era ≥ a -5.0 
 
 
 6.6 Análisis estadístico y clínico 
Los cálculos de frecuencia simples de las variables de riesgo de HBOC y las características 
clínicas de los participantes del estudio se determinaron mediante recuentos directos y se 
expresaron como porcentajes y medias ± desviación estándar. El análisis estadístico y 
generación de gráficas se realizó en GraphPad.  
 
Para la evaluación de la posible relación entre genotipos/alelos y HBOC utilizando el 
programa SNPstat (www.snpstats.net/start.htm) del Instituto de Oncología de Cataluña 
(Cataluña, España). Se estimaron los odd ratios (OR) para cada variante de genotipo.  
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El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se analizó utilizando un software en línea. En 
los estudios de casos y controles, se utilizó el software en línea para Test for desviation 
from Hardy-Weinberg equilibrium and test for association (https://ihg.gsf.de/cgi-
bin/hw/hwa1.pl); los valores de p ≤ 0.05 fueron considerados significativos. 
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7. RESULTADOS 
 
7.1 Descripción de la población de estudio 
Un total de 50 pacientes se caracterizaron clínicamente con HBOC; la edad media para el 
diagnóstico de cáncer de mama fue de 37.28 años. El 34% de los casos tenía al menos un 
estado doble o triple negativo (TNC) en los receptores de estrógenos (ER), progesterona 
(PR) y receptores del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2 / neu); este 
hallazgo coincide con coincide con lo reportado en la literatura haciendo estas pacientes 
candidatas a terapias agresivas, en conjunto a la intervención quirúrgica. Los datos 
descriptivos de los pacientes HBOC, se muestran en la tabla 4. 
 
Tabla 4. Descripción clínica de la población de estudio 
ASPECTO CLÍNICO % ASPECTO CLÍNICO % 
Edad de diagnóstico (año) 37.28 ± 3.30 Estadificación TNM   
Índice de masa corporal (kg/m2) ?̅? = 27.76 ± 5.59 I A 4% 
Sobrevida libre de enfermedad  I B 10% 
>36 meses 29% II A 16% 
<36 meses 21% II B 20% 
Sin dato 50% III A 34% 
Menarquía 11.77 ± 2.48 III B 4% 
Menopausia  III C 4% 
Yes 38% IV 6% 
No 62% Metástasis  
Anticonceptivos orales  Hueso 10% 
SI (Uso >5 años) 74% Visceral 2% 
No 20% Hueso y, visceral 2% 
Criterio de inclusión  Hueso, visceral, nodo linfático  2% 
Antecedentes familiares 41% Estado de receptor   
Diagnostico >45 años  59% ER+ PR+ HER2+ 10% 
Partos  ER+ PR+ 40% 
0 20% ER+ HER2+ 2% 
1 o 2 54% HER2+ 6% 
3–5 20% ER+ 4% 
>5 3% Triple negativo 34% 
Método de detección  Terapia  
Autoexploración 88% Quimioterapia  
Hallazgo clínico 2% AC(4)-Taxol(12) 28% 
Mastografía 4% Antraciclinas 18% 
Tabaquismo  Taxanos 10% 
Si 78% Capecitabina 2% 
No 22% No especificado 10% 
Histología  Sin quimioterapia 32% 
Ductal infiltrante 74% Radioterapia  
Carcinoma medular 4% Adyuvante 76% 
Lobulillar 2% Paliativa  2% 
Ductal/Lobulillar 2% Adyuvante/Paliativa  2% 
Grado de diferenciación celular  Sin radioterapia  16% 
Bien diferenciado (G1) 6% Terapia hormonal   
Moderadamente diferenciado (G2) 28% Si (Tamoxifen) 54% 
Escasamente diferenciado (G3) 36% Sin terapia hormonal 42% 
No es posible asignar grado (Gx) 28%   
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Por otro lado, el 64% presentaban una diferenciación celular moderada o escasamente 
diferenciado (G2 y G3), lo cual también coincide con el aspecto de que estos tumores  
 
 
7.2 Descripción alélica de los grupos de estudio 
En esta investigación se identificaron nueve variantes alélicas en la región 3’UTR de los 
genes BRCA1 y BRCA2 (Figura 5). Para la región secuenciada en 3’UTR BRCA1 los SNPs 
fueron rs3092995 (C/G), rs8176318 (C/T), rs111791349 (G/A) y rs12516 (C/T) para. Con 
respecto a 3’UTR de BRCA2 se encontraron los SNPs rs15869 (A/C); rs7334543 (A/G); 
rs1157836 (A/G); rs75353978 (TT/delTT) y la variante alélica c.*457 (A/C). Los 
porcentajes de frecuencia genotípica y la frecuencia alélica menor (MAF)se muestran en 
la Tabla 5. 
 
Tabla 5. Comparación de las frecuencias genotípicas y alélicas de variantes entre el HBOC y los 
grupos de control por gen 
GEN VARIANTE 
GRUPO HBOC  CONTROLES 
Frecuencia genotípica MAF  Frecuencia genotípica MAF 
B
C
R
A
 1
 
rs3092995 
C/C C/G G/G G  C/C C/G G/G G 
82% 0% 18% 18%  76% 8% 16% 20% 
rs8176318 
C/C C/T T/T T  C/C C/T T/T T 
84% 10% 6% 11%  90% 10% 0% 5% 
rs111791349 
G/G G/A A/A A  G/G G/A A/A A 
68% 12% 20% 26%  76% 18% 6% 15% 
rs12516 
C/C C/T T/T T  C/C C/T T/T T 
82% 4% 14% 16%  84% 16% 0% 8% 
B
C
R
A
 2
 
rs15869 
A/A A/C C/C C  A/A A/C C/C C 
84% 6% 10% 13%  82% 18% 0% 9% 
rs7334543 
A/A A/G G/G G  A/A A/G G/G G 
94% 0% 6% 6%  94% 0% 6% 6% 
c.*457 
A/A A/C C/C C  A/A A/C C/C C 
66% 12% 22% 28%  68% 30% 2% 17% 
rs11571836 
A/A A/G G/G G  A/A A/G G/G G 
82% 4% 14% 16%  82% 14% 40% 11% 
rs75353978** 
TT/TT  delTT   TT/TT  delTT  
32%  68% 32%  92%  8% 8% 
* MAF = Frecuencia del Alelo Menor. ** rs75353978 SNP es la deleción de la bases TT, y se indica como delTT. 
 
La cambio alélico c.*457 A/C es una nueva una variante que hasta el momento no ha sido 
reportada en algún banco genes y/o población. Se propone que estos alelos son específicos 
de la población analizada, ya que tanto en controles, como en el grupo de estudio se 
detectó este cambio. Se puede presumir que esta variante alélica es específica de la 
población mexicana, al menos, aquella que pertenece a la región Noreste de México. 
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Figura 5. Identificación de variantes de polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) en las regiones 
3'UTR de BRCA1/2. Las variantes alélicas de cada región 3'UTR se identificaron comparando los alelos 
que portaban el HBOC y pacientes sanos; las leyendas azules indican SNP previamente informado; La 
leyenda roja indica una nueva variante genética. (A) Comparación de 3'UTR de BRCA1. (B) Comparación 
de 3'UTR de BRCA2. 
 
 
7.3 Equilibrio genético de las mutaciones y SNPs encontradas 
El equilibrio de Hardy – Weinberg (EHW) fue determinado para cambio genético, con el 
propósito de determinar la independencia entre los alelos observados y los esperados. Los 
SNPs y variantes que se encontraban en equilibrio fueron los SNPs rs8176318 y rs12516 
para el gen BRCA1 y, rs15869 y la variante c.*457 para BRCA2. En los SNPs restantes, 
EHW no estaba equilibrado en las muestras de los controles.  
Se considera que, debido al alto flujo migratorio de la población de la región de México, 
tanto de otras zonas del país, como del extranjero es el motivo por el cual diversas 
mutaciones se encontraron desequilibradas. Se encontró una diferencia significativa entre 
los grupos con homocigotos con la frecuencia menor alélica (MAF) de los SNPs 
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rs111791349 (alelo A, p = 0.047), rs15869 (alelo C, p = 0.032) y c.*457 (alelo C, p = 
0.007), que se consideraron un riesgo para los pacientes con HBOC (Tabla 7 y Anexo 3). 
 
7.4 La presencia de cambios genéticos podría modificar los mecanismos de unión de 
diversos miARNs 
El efecto de los cambios alélicos en las regiones 3'UTR de los genes BRCA1 y BRCA2 en 
el mecanismo de unión a miARNs fue determinado, ya que el objetivo inicial era 
establecer si la región de semillas miARN en las regiones 3’UTR de se mantenían y 
determinar la existencia de modificaciones con la unión entre miARNs-RNAm, con la 
eliminación de los sitios de reconocimiento o crearon nuevos loci de unión. El análisis in 
silico mostró que hay modificaciones trans en los mecanismos reguladores de miARN 
(Figura 5). Los cambios permiten diferentes miARNs, considerados como oncomiRs, es 
decir, hsa-miR-1248 y -4278 para BRCA1, o la creación de miembros del sitio de unión 
de la familia de miARN, como hsa-miR-548 en BRCA2 (Tabla 6). 
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Tabla 6. Pruebas de asociación entre variantes genéticas y HBOC 
G
en
e Variante/ 
Alelos 
Alelo de riesgo 1  Alelo de riesgo 2 
Diferencia de 
frec. alélica 
Heterocigoto Homocigoto 
Positividad 
alélica 
 
Diferencia de 
frec. alélica 
Heterocigoto Homocigoto Positividad alélica 
[1]↔[2] [11] ↔[12] [11]↔ [22] [11] ↔[12+22]  [2] ↔ [1] [22] ↔ [12] [22] ↔ [11] [11+12] ↔ [22] 
B
R
C
A
1
 
rs8176318 
(C/T; [1][2]) 
2.4 (0.8–7.0) 1.1 (0.3–4.0) 7.5 (0.4–149.4) 1.7(0.5–5.7)  0.4 (0.1–1.3) 0.1 (0.01–3.5) 0.1 (0.01–2.7) 0.1 (0.01–2.7) 
0.118 (P) 0.918 0.078 0.372  0.118 (P) 0.1185 0.078 0.079 
rs12516  
(C/T; [1][2]) 
2.2 (0.9–5.4) 0.3 (0.05–1.3) 15.4 (0.9–27.7) 1.2 (0.4–3.3)  0.5 (0.2–1.1) 0.02 (0.001–0.5) 0.1 (0.004–1.2) 0.1 (0.003–1.0) 
0.082 (P) 0.078 0.001 0.79  0.082 (P) 0.001 0.0099 0.006 
B
R
C
A
2
 
rs15869  
(A/C; [1][2]) 
1.5 (0.6–3.7) 0.3 (0.08–1.3) 10.7 (0.6–20.5) 0.9 (0.3–2.5)  0.7 (0.3–1.6) 0.03 (0.001–0.8) 0.1 (0.005–1.7) 0.1 (0.004–1.51) 
0.366 (P) 0.097 0.032 0.79  0.366 (P) 0.005 0.032 0.0218 
c.*457  
(A/C; [1][2]) 
1.9 (0.96–3.8) 0.4 (0.1–1.2) 11.3 (1.4–22.8) 1.1 (0.5–2.5)  0.5 (0.3–1.0) 0.04 (0.004–0.4) 0.1 (0.01–0.7) 0.1 (0.01–0.6) 
0.063 (P) 0.096 0.007 0.832  0.063 (P) 0.0005 0.007 0.0021 
Contenido de la celda: Razón de momios (intervalo de confianza del 95%) y valor de p. Los valores significativos están en negrita 
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              * NBS - sitio sin sitio de unión de miARN. 
Figura 6. Mapa comparativo de miARNs unidos entre secuencias normales (WT) y mutadas. El 
diagrama muestra las modificaciones trans en el mecanismo de miARNs debido a los SNPs. La flecha azul 
indica el sitio de unión de miARNs en WT; La flecha roja indica que los miARN se unen al sitio en 
mutaciones.  
 
 
Tabla 7. Efecto in silico de variantes alélicas en las regiones de semillas de unión a miARNs 
Gen Variante microARN 
ΔΔG 
(Kcal/mol) 
Dúplex SNP-miARN 
Efecto sobre la 
región semilla 
B
R
C
A
1
 
rs8176318 (G/T) hsa-miR-20a-3p 
Wt: 0.00 miARN: 3′-gaaauuCACGAGU-AUUACGUCa-5′ 
Sitio creado         |||:||| |||||| 
SNP: −22.70 UTR: 5′-aaccctGTGTTCACAAATGCAGa-3′ 
rs12516 (C/T) 
hsa-miR-4278 
Wt: −18.30 miARN: 3′-guucccGUUUGGGGGAUc-5′ 
Sitio creado              :|: ||||||| 
SNP: −21.60 UTR: 5′-cttcccTAGCCCCCCTAg-3′ 
hsa-miR-637 
Wt: −28.30 miARN: 3′-ugcgucucGGGCUUUCGGGGGUCa-5′ 
Sitio eliminado                 ||| |:  ||||×|| 
SNP: −16.00 UTR: 5′-taggtcttCCCTAGCCCCCCTAGt-3′ 
B
R
C
A
2
 rs15869 (A/C) hsa-miR-9-5p 
Wt: −14.00 miARN: 3′-ucuuugguuaucUAGCUGUAUga-5′ 
Sitio creado                  ||  :|| | 
SNP: −23.20 UTR: 5′-ttatgttgcacaATGAGCAAAga-3′ 
c.* 457 (A/C) hsa-miR-4484 
Wt: −11.10 miARN: 3′-ACCCCGAAGAGGGCGGAAAA-5′ 
Sitio creado                 :| |||||| 
SNP: −23.70 UTR: 5′-TGAAATAAACATACCCTTTT-3′ 
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7.5 Mecanismos trans de miARN afectan la regulación molecular y celular 
Se realizó un análisis de ontología molecular comparativa y de señalización celular con 
los miARNs que crearon nuevos sitios o que fueron eliminados. En diversos estudios de 
otros autores, se demuestra la existencia de cambios en las rutas de señalización 
metabólica y génica de los controles diferenciados para cada grupo de miARNs.  
 
En el análisis realizado en KEGG, las vías involucradas en la generación de moléculas 
eran características de los microambientes tumorales, como la unión de adherentes, 
señalización hormonal, entornos hipóxicos, etc. También se presumen cambios en las vías 
moleculares de estabilización y regulación del genoma en los puntos de control del ciclo 
y la detención celulares (hsa-miR-20a-3p, hsa-miR-4278 y hsa-miR-637).  
 
Esto propone que la presencia de los SNPs encontrados en los pacientes con HBOC 
modifican las vías moleculares y celulares. Por ejemplo, los miARN hsa-miR-9-5p y hsa-
miR-4484 usualmente se unen a genotipos normales regulan los mecanismos de 
degradación de la lisina (p = 0.0006), señalización de HIF-1 (p = 0.0118) y carbono central 
del metabolismo del cáncer (p = 0.0119), simultáneamente. Sin embargo, por lo que se 
observa en los análisis in silico esta regulación deja de realizarse en presencia de otros 
miARNs. Estas diferencias aparentes de control sugieren que tanto el desarrollo temprano 
del tumor como la progresión del cáncer podrían ser indicativos de fenotipos agresivos de 
cáncer en pacientes con variantes alélicas portadoras. 
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8. DISCUSIÓN 
 
Las pacientes reclutadas que aceptar participar en el estudio, fueron reclutadas mediante 
el criterio de diagnóstico de CaMa primario, entre otros específicos de las características 
hereditarias. Cuando se percibe un cambio en el tejido mamario, ya sea por 
autoexploración o valoración médica, sigue la confirmación de diagnóstico de cáncer. En 
el proceso de diagnosis, se establece el tamaño, características y estadio de la enfermedad, 
para establecer un pronóstico y un tratamiento adecuado. Para el CaMa, se clasifican en 
cinco estadios van desde el 0 (in situ o localizada) hasta el IV, en el que se encuentra 
diseminado o en metástasis. Así mismo, en algunos estadios existen subcategorías 
dependientes del grado de tumoración, nodulación y/o presencia de metástasis 
(clasificación TNM). 
 
En este estudio que más del 50% de los pacientes con HBOC fueron diagnosticados con 
estadio medio a tardía de la enfermedad (IIB y IIIA). La región noreste de México es una 
de las áreas con las tasas más altas de morbilidad y mortalidad por CaMa durante los 
últimos 20 años (28.58: 100,000), en comparación con las estadísticas promedio 
nacionales (18.97: 100,000) (INEGI 2018; Vaca-Paniagua et al. 2012). 
 
Una parte fundamental en el diagnóstico confirmatorio de CaMa, es el estatus de los 
receptores de membrana que presentan las células tumorales. El grado de heterogeneidad 
celular determina el pronóstico y tratamiento específico. Así mismo, porque los 
tratamientos, cada vez están especializados hacia blancos terapéuticos moleculares 
específicos. Los principales blancos evaluados para CaMa son receptores de estrógeno 
(ER), receptor de progesterona (PR) y expresión del oncogén HER2/neu. Las pacientes 
con ER+ y PR son aptas para tratamiento con tamoxifen, pero aquellas que no expresan 
receptores hormonales no pueden ser beneficiadas con esta opción. Con la introducción y 
aprobación de trastuzumab (herceptina), aquellos que sobreexpresaban HER2/neu son 
candidatos para su uso. Sin embargo, no todas las pacientes, pueden ser beneficiadas con 
estos tratamientos debido a la baja o nula expresión de estos tres receptores. 
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Existen cuatro subtipos que pueden identificarse por métodos combinados de historiología 
y genética. Dos de estas se derivan de tumores ER– (tipo basal y HER2+), y los otros dos 
se derivan de tumores ER+ (luminal A y luminal B), presente sobre todo en portadores de 
mutaciones en el gen BRCA1 y en mujeres afroamericanas. (Dent et al. 2007). Las 
pacientes que tienen un CaMa tipo basal y sin expresión de PR– y HER2neu–, son aquellas 
denominadas como triple negativo. Diversos estudios, mencionan que aquellos que son 
portadores de mutaciones en el gen BRCA1 se encuentra relacionado con el diagnóstico 
de triple negativo, con respecto con aquellos que no son portadores. Siendo esta condición 
la de peor pronóstico, ya que no es apta para terapias convencionales.  
 
En reportes previos, se había observado en México, entre el 23-25% eran dobles o triples 
negativos para los receptores ya mencionados para pacientes con HBOC (Quiyono et al., 
2012; Vaca-Paniagua et al., 2012). En el muestreo de pacientes evaluados en esta tesis, se 
aprecia que cerca del 53% presentaban eran al menos doble negativos (36% triple negativo 
y 16% doble negativo), superando casi al doble de la media nacional. 
 
Molecularmente, los miARNs relacionados con los cambios regulatorios por mutaciones 
de 3'UTR de BRCA1 y BRCA2 están relacionados en los mecanismos de desarrollo 
neoplásico. Estos cambios suponen un cambio en la función metabólica y celular que 
deben validarse mediante ensayos de luciferasa en cultivos celulares (Atchley et al. 2008; 
Quiyono et al. 2012; Erturk et al. 2014; S. Cao et al. 2011; J. Cao et al. 2016) 
 
En el estudio similar anteriormente realizado en cinco colecciones de muestras se evaluó 
la región 3’UTR de BRCA1, en un ensayo de actividad de luciferasa. Se encontró que las 
variantes c.*528 (G/C), c.*718 (A/G), c.*1271 (T/C), c.*309 (T/C), c.*379 (G/A), c.*823 
(C/T) y c.*264 (C/T) disminuyeron la actividad 3’UTR en los ensayos de luciferasa, 
mientras que las variantes c.*291C/T y c.*1139G/T aumentó la actividad. Sin embargo, 
ninguno de estos cambios fue considerados patológicos (Brewster et al. 2012). El SNP 
rs3092995 (c.*36 C/G) se informó en 1998 y los alelos CG y GG se observaron en casos 
de CaMa de pacientes afroamericanos (28%), con un OR ajustado por edad de 3.5 (IC 
95%, 1.2-10.0); los autores determinaron que esta variante está en un desequilibrio de 
 37
vinculación parcial. En este estudio el SNP rs3092995 fue encontrado tanto en los casos 
de HBOC como en los controles (18% y 16%, respectivamente); según un reporte de 
mutaciones del noreste de México, este SNP estaba desequilibrado en la población del 
noreste de México (Calderón-Garcidueñas et al. 2005). 
 
Las mutaciones encontradas en el grupo de pacientes HBOC de esta tesis son similares al 
análisis realizado en el subgrupo de pacientes del estudio nacional francés denominado 
GENESIS (GENE SYSters), en el que se evaluaron pacientes con CaMa familiar con al 
menos una hermana diagnosticada. En este estudio nacional detectaron los SNPs 
rs8176318 (G/T, MAF = 0.324) y rs12516 (C/T, MAF = 0.342) para el 3’UTR BRCA1, 
que también estaban presentes en nuestro grupo de HBOC. En los SNPs de 3’UTR-BRCA2 
rs15869 (A/C, MAF = 0.161), c.*369 (A/G, MAF = 0.222) y rs11571836 (A/G, MAF = 
0.197) fueron seleccionados como relevantes; todos estas variantes alélicas se encontraron 
en pacientes de etnia caucásica. Históricamente, la región noreste de México se ha 
caracterizado por una dinámica de población en la que muchas personas tienen 
antepasados en la tercera o cuarta generación de Europa o Medio Oriente; esto podría 
explicar la presencia de este vestigio genético como una mutación fundadora (Garcia et 
al. 2016)  
 
En esta tesis se encontró una nueva variable alélica en el 3’UTR de BRCA2 en la posición 
c.*457 (A/C), que no se ha descrito hasta ahora en ningún otro estudio similar. Esto es 
relevante, porque el alelo C presenta un riesgo en pacientes con HBOC (p = 0.007). Este 
hallazgo es importante debido a los pocos alelos descritos para el 3’UTR de este gen. 
 
Los SNPs rs8176318, -12516 y -15869 se encontraron y analizaron previamente en una 
población china, posteriormente se evaluó el papel de los SNPs en el mecanismo de 
miARN a través de ensayos de luciferasa en líneas celulares de MCF7 y MDA-MA-231. 
Rs15869 demostró una supresión de la expresión de BRCA2. Los autores sugieren que 
esta interacción aumenta el riesgo de CaMa y esto puede respaldar los resultados de esta 
tesis, por lo que es necesario continuar con este trabajo posteriormente, para realizar 
ensayos similares (Kontorovich et al. 2010; Garcia et al. 2016) 
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Un factor que puede afectar el HWE de los grupos de estudio es que la región del noreste 
de México se ha caracterizado desde principios del siglo XX hasta la fecha por un alto 
asentamiento. de poblaciones europeas (español, judíos asquenazíes, franceses y 
alemanes), Medio y Lejano Oriente (Arabia Saudita, China, Japón y Corea); más 
recientemente, el alto flujo de caucásicos estadounidenses, debido a la frontera con los 
Estados Unidos. Del mismo modo, debido a la riqueza económica de la región, existe un 
flujo continuo de población mestiza desde el centro y el sur de México, que es 
genéticamente diferente (Calderón-Garcidueñas et al. 2005). Estas razones hacen que la 
dinámica del flujo de genes de esta región sea alta y, por lo tanto, estos alelos están en 
camino de lograr el equilibrio genético. Por lo anterior, se propone que algunas variantes 
alélicas presentes en el grupo de HBOC analizada, pueden deberse a genes fundadores de 
todas las comunidades mencionadas. Debido a este fenómeno, con los SNPs ya evaluados 
y descritos, sería de gran relevancia establecer si las mutaciones son germinales 
provenientes de otras etnias o regiones de México. Asimismo, se puede considerar futuras 
investigaciones para rastrear en grupos de familias con antecedentes de CaMA y COv, así 
como cáncer de próstata. 
 
Algunas limitaciones en esta tesis no pueden ser ignoradas ya que el tamaño de muestra 
relativamente pequeño reduce el poder estadístico. Esto se vio limitado con el número de 
individuos secuenciados, por lo que los hallazgos estadísticos no pueden extrapolarse a la 
población del noreste de México (aproximadamente 11.51 millones de personas). Sin 
embargo, los resultados obtenidos postulan datos preliminares para el estudio de variantes 
genéticas específicas para las regiones 3'UTR de los genes BRCA1 y BRCA2 en esta 
población, los miARNs vinculados y su implicación en la regulación fina del genoma. 
 
Los miARN pueden desregularse por mutaciones en las regiones 3'UTR, sobre todo si 
estos se encuentran en las regiones semillas. Usualmente, la validación de los efectos de 
las variantes alélicas en sitios de unión de miARN eliminados o creados se realiza 
mediante ensayos de la actividad luciferasa o precipitación de Dicer en diversos tipos de 
líneas celulares de cáncer, por lo cual se proponen diversos análisis que puedan sustentar 
 39
estos hallazgos, aunque estás interacciones ya se encuentran documentadas en otros 
trabajos de investigación (Lheureux et al. 2011; J. Cao et al. 2016; Garcia et al. 2016) 
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9. CONCLUSIONES 
 
Los resultados obtenidos en el desarrollo de la tesis permitieron concluir: 
• La presencia dos variantes alélicas significativas para la región 3'UTR de BRCA1 
(rs8176318, G/T; rs12516, C/T) y de BRCA2 (rs15869, A/C; c.*457, A/C) que están 
relacionadas a un aumento en el riesgo en el grupo de pacientes diagnosticadas con 
HBOC.  
• Una nueva variante alélicas no descrita en la región 3’UTR de BRCA2 tanto en el 
grupo de HBOC, como en los controles ubicada en sitio c.*457, con un cambio de 
adenina por citosina (A/C). Posiblemente, esta sea característica de la población de la 
región Noreste de México. 
• El análisis in silico que los SNPs postula pérdida/creación de sitios de unión de 
miARN, como hsa-miR-1248 en BRCA1 3'UTR o el sitio de unión de la familia hsa-
miR-548 en BRCA2. Esto proporciona pruebas de la participación de los miARN en 
la patogénesis del HBOC.  
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10. PERSPECTIVAS 
 
Si bien existen limitaciones en el número de muestra (n=50) para cada grupo de estudio, 
los resultados encontrados en esta tesis abren el panorama de dar un primer tamizaje 
genético en los pacientes diagnosticados con HBOC y establece un direccionamiento 
hacia nuevos hallazgos. 
 
Las predicciones moleculares realizadas in silico deben evaluarse mediante un ensayo de 
actividad de luciferasa o ensayos similares para demostrar el profundo impacto de las 
variaciones alélicas encontradas en la regulación molecular. Esto solo con la finalidad de 
cotejar investigaciones similares para los SNPs rs8176318, rs12516 y rs15869 que ya han 
sido descritos. Para la nueva mutación si es sumamente necesario realizar estos futuros 
ensayos. 
 
Las investigaciones futuras deben inclinarse en la evaluación del mecanismo de unión de 
miARN para desarrollar herramientas de diagnóstico, pronóstico y tratamiento basadas en 
la tecnología de miARN. Es por lo anterior que se considera este trabajo de tesis como 
una investigación pionera y piloto en la comprensión de HBOC en una población mestiza 
mexicana.  
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ANEXO 1 
 
Secuencia de 3’UTR de BRCA1 
 
>gi|237757283|ref|NM_007294.3| Homo sapiens breast cancer 1, early onset 
(BRCA1), transcript variant 1, mRNA 
CTGCAGCCAGCCACAGGTACAGAGCCACAGGACCCCAAGAATGAGCTTACAAAGTGGCCTTTCCAGGCCCT
GGGAGCTCCTCTCACTCTTCAGTCCTTCTACTGTCCTGGCTACTAAATATTTTATGTACATCAGCCTGAAA
AGGACTTCTGGCTATGCAAGGGTCCCTTAAAGATTTTCTGCTTGAAGTCTCCCTTGGAAATCTGCCATGAG
CACAAAATTATGGTAATTTTTCACCTGAGAAGATTTTAAAACCATTTAAACGCCACCAATTGAGCAAGATG
CTGATTCATTATTTATCAGCCCTATTCTTTCTATTCAGGCTGTTGTTGGCTTAGGGCTGGAAGCACAGAGT
GGCTTGGCCTCAAGAGAATAGCTGGTTTCCCTAAGTTTACTTCTCTAAAACCCTGTGTTCACAAAGGCAGA
GAGTCAGACCCTTCAATGGAAGGAGAGTGCTTGGGATCGATTATGTGACTTAAAGTCAGAATAGTCCTTGG
GCAGTTCTCAAATGTTGGAGTGGAACATTGGGGAGGAAATTCTGAGGCAGGTATTAGAAATGAAAAGGAAA
CTTGAAACCTGGGCATGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGTGGGCAGATCACT
GGAGGTCAGGAGTTCGAAACCAGCCTGGCCAACATGGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAGAAATTA
GCCGGTCATGGTGGTGGACACCTGTAATCCCAGCTACTCAGGTGGCTAAGGCAGGAGAATCACTTCAGCCC
GGGAGGTGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATCATACCACGGCACTCCAGCCTGGGTGACAGTGAGACTGTGGC
TCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGAAAATGAAACTAGAAGAGATTTCTAAAAGTCTGAGATATATTTGCTAG
ATTTCTAAAGAATGTGTTCTAAAACAGCAGAAGATTTTCAAGAACCGGTTTCCAAAGACAGTCTTCTAATT
CCTCATTAGTAATAAGTAAAATGTTTATTGTTGTAGCTCTGGTATATAATCCATTCCTCTTAAAATATAAG
ACCTCTGGCATGAATATTTCATATCTATAAAATGACAGATCCCACCAGGAAGGAAGCTGTTGCTTTCTTTG
AGGTGATTTTTTTCCTTTGCTCCCTGTTGCTGAAACCATACAGCTTCATAAATAATTTTGCTTGCTGAAGG
AAGAAAAAGTGTTTTTCATAAACCCATTATCCAGGACTGTTTATAGCTGTTGGAAGGACTAGGTCTTCCCT
AGCCCCCCCAGTGTGCAAGGGCAGTGAAGACTTGATTGTACAAAATACGTTTTGTAAATGTTGTGCTGTTA
ACACTGCAAATAAACTTGGTAGCAAACACTTCCAAA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 b
ANEXO 2 
 
Secuencia de 3’UTR de BRCA2 
> gi|119395733|ref|NM_000059.3| Homo sapiens breast cancer 2, early onset 
(BRCA2), mRNA 
GCATTTGCAAAGGCGACAATAAATTATTGACGCTTAACCTTTCCAGTTTATAAGACTGGAATATAATTTCA
AACCACACATTAGTACTTATGTTGCACAATGAGAAAAGAAATTAGTTTCAAATTTACCTCAGCGTTTGTGT
ATCGGGCAAAAATCGTTTTGCCCGATTCCGTATTGGTATACTTTTGCTTCAGTTGCATATCTTAAAACTAA
ATGTAATTTATTAACTAATCAAGAAAAACATCTTTGGCTGAGCTCGGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAACA
CTTTGAGAAGCTGAGGTGGGAGGAGTGCTTGAGGCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGGCAACATAGGGAGA
CCCCCATCTTTACAAAGAAAAAAAAAAGGGGAAAAGAAAATCTTTTAAATCTTTGGATTTGATCACTACAA
GTATTATTTTACAAGTGAAATAAACATACCATTTTCTTTTAGATTGTGTCATTAAATGGAATGAGGTCTCT
TAGTACAGTTATTTTGATGCAGATAATTCCTTTTAGTTTAGCTACTATTTTAGGGGATTTTTTTTAGAGGT
AACTCACTATGAAATAGTTCTCCTTAATGCAAATATGTTGGTTCTGCTATAGTTCCATCCTGTTCAAAAGT
CAGGATGAATATGAAGAGTGGTGTTTCCTTTTGAGCAATTCTTCATCCTTAAGTCAGCATGATTATAAGAA
AAATAGAACCCTCAGTGTAACTCTAATTCCTTTTTACTATTCCAGTGTGATCTCTGAAATTAAATTACTTC
AACTAAAAATTCAAATACTTTAAATCAGAAGATTTCATAGTTAATTTATTTTTTTTTTCAACAAAATGGTC
ATCCAAACTCAAACTTGAGAAAATATCTTGCTTTCAAATTGGCACTGATT 
 
  
 c
ANEXO 3 
Genotype n = 50 n = 50 Genotype n = 50 n = 50
CC 82 76 0.7184 Reference AA 84 82 0.36601 Reference
CG 0 8 0.04282 0.103 0.005-1.978 AC 6 18 0.09686 0.325 0.082-1.288
GG 18 16 0.93779 1.043 0.365-2.979 CC 10 0 0.03152 10.741 0.576-20.045
P-value HWE 1.537E-12 1.137E-07 P-value HWE 2.04E-07 0.4843
Allele Allele
C 0.825 0.805 A 0.874 0.912
G 0.175 0.195 C 0.126 0.088
Genotype n = 50 n = 50 Genotype n = 50 n = 50
GG 84 90 0.1178 Reference AA 94 94 1.0000 Reference
GT 10 10 0.91771 1.071 0.289-3.967 AG 0 0 1.0000 1 0.019-5.144
TT 6 0 0.07813 7.494 0.376-14.9405 GG 6 6 1.0000 1 0.192-5.210
P-value HWE 0.0005 0.7097 P-value HWE 1.54E-12 1.54E-12
Allele Allele
G 0.893 0.952 A 0.943 0.943
T 0.107 0.048 G 0.057 0.057
Genotype n = 50 n = 50 Genotype n = 50 n = 50
GG 68 76 0.05402 Reference AA 66 68 0.06251 Reference
GA 12 18 0.60965 0.745 0.240-2.311 AC 12 30 0.09596 0.412 0.143-1.191
AA 20 6 0.04856 3.725 0.946-14.671 CC 22 2 0.00645 11.333 1.385-92.772
P-value HWE 1.14E-06 0.0375 P-value HWE 6.81E-07 0.6555
Allele Allele
G 0.854 0.745 A 0.725 0.833
A 0.146 0.255 C 0.275 0.167
Genotype n = 50 n = 50 Genotype n = 50 n = 50
CC 88 88 0.08172 Reference AA 82 82 0.30085 Reference
CT 4 16 0.07816 0.07816 0.051-1.279 AG 4 14 0.11308 0.286 0.056-1.458
TT 14 0 0.00996 1.5361 0.850-27.764 GG 14 4 0.11308 3.5 0.686-17.864
P-value HWE 1.76E-09 0.5386 P-value HWE 1.76E-09 0.0439
Allele Allele
C 0.845 0.922 A 0.845 0.893
T 0.155 0.078 G 0.155 0.107
Genotype n = 50 n = 50
TT 92 32 2.32E-18 Reference
- - 8 68 6.38E-10 2.4438 7.495-7.968
P-value HWE 1.54E-12 1.54E-12
Allele
TT 0.326 0.923
- - 0.674 0.077
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